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論 文 内 容 要 旨
は じ め に
生物体 の細胞 や細胞 内小器 官を構築 す る生体膜 は,単 なる隔壁 と しての役割 りだ けで はな く,
物質 輸送や情報伝達,あ るいは膜 結合 酵素の反 応の場 として重要 な役割 りを担 って いる。生体膜
の機能発現 には膜の流動 性が密接 に関 係 しているが,その流動 性を調 節する主な因子として リン脂質
の脂肪酸組成 が挙 げられる。4θ πωoの 生合 成系 で作 られた脂肪酸 や食物 由来の脂肪酸 は,chain
elongation系や不飽 和化反 応系に より膜 が必要 とす る適 度 の流 動性を持つ脂肪酸 に変 換 されて,
リン脂質 に取 り込 まれ る。
脂肪酸 のchainelongation反応 は,既 存 のacyl-CoAの炭素鎖 を2か ら4個 延 長 す る反応
で あり,動 物組織 の ミトコン ドリアや ミクロ ソーム,さ らに一部の微 生物に存 在す る ことが知 ら
れてい る。動物組織で は,リ ン脂質成分 となる長鎖 の脂肪酸 を供 給す る上で,必 須 の役 割 りを担
って いる。
脂質代謝制御 に関 して は,大 腸 菌を用いての研究が多いが,大 腸菌の脂肪酸合成 酵素 につ いて
は,構 成酵素が解離 する いわゆ るH型 のfattyacidsynthetaseのみが知 られ て い た。大腸菌
のfattyacidsynthetaseは,動物 や酵母 に存 在す る複合 酵素の いわゆ る1型 のfattyacid
synthetaseとは異 なり,モ ノ不飽和酸 を含 め,リ ン脂質構築 に必要な脂肪酸 を全て合成 し,さ ら
に炭素鎖延長による温度適応 にも関与 するなどいくつかの機能 を併有 している。また,これまでchain
elongation系は,1型 のfattyacidsynthetaseを持 つ生物 に限って確認 されてい ることもあっ
て,大 腸菌 のchainelongation系の存在 については,全 く関心が払 われて いなか った といえる。
著 者 は,不 飽和脂肪 酸代謝 研究 の途 上で,大 腸菌の粗抽出液 にchainelongation系のkey
enzymeとされてい る'7伽3-2-enoyl-CoAreductaseを見 い出 したことか ら,大 腸 菌 の
chainelongation反応 の研 究 に着手 した。
1.〃o〃3-2-Enoyl-CoARed"ctaseの存 在の証 明・
最初 に大腸菌 の粗抽 出液にNADPH依 存 性'7碗5-2-enoyl-CoAreductase活性を認め
た。続 いて,SephacrylS-200のゲル炉過 によ り,本 酵素が従来 知 られて いるfattyacid
synthetaseに含 まれ る2種 類 のenoyl-ACP*1reductase,および偶数位 に シスニ 重 結 合を有
す る不 飽和 脂肪酸 の β一酸化 に関与 す るoお 一2-enoyl-CoAreductaseや2,4-diβnoy1-
CoAreductaseとは異な る新 たな還元 酵素 であ ることを明 らか に した。次 いで,本 酵素の触媒
す る反 応の生成物 が対応 す る飽和酸 で あるこ とを,そ のGC-MS分 析 によ り確認 した。一方,
本 酵素 は培地 にoleicacidなどの不飽和 脂肪酸 を添加 す ることに より誘 導 され るが,そ の際,
脂肪酸 の融点 と酵素活性 との間に相関 があ ることか ら,本 酵素 が膜 の流 動性維持 に関与 する こと
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が推測 された。
2.'70π3-2-Enoyl-CoAReductaseの精製'とその性状
続 いて,本 酵素 の精製を行 ない,電 気泳動上単一バ ン ドを示す標品 を得 た。本酵素の分子量 は
ゲル 炉過 によ り80,000,SDS一ポ リアク リルア ミドゲル電 気泳動 により40,000と決 定 され,
さ らに沈降係数(S20,w)が4.32×10　13である ことか ら,サブユニット40,000の二 量 体 として
存在す るもの と推定 され る。本酵素 は,炭 素数が4か ら12の〃碑3-2-enoy1-CoAに作 用 す
るが その中 でhexenoy1-CoA,octenoyl-CoAに最 も高 い値 を示 した。より長鎖 の基質 にはよ
り低 い活性 を示 したが,そ の原因 は,本 酵素が生成物 である飽和 のacyl-CoAによ り阻害 され,
しか も長鎖 になるほどその阻害が強 まるため と考 え られる。また,本 酵素 はDTNB*2やpHMB*3
などによ り阻害 され るが,NADPHを 添加する ことによ りその阻害 か ら保護 され る。従 って,本
酵素 はNADPHの 結合 に関与す るSH基 を持つ ことが推定 され る。
次 に,本 酵素の立体 化学の検討を行 ない,本 酵素 はNADPHの ヵ70-41～の水 素 を基 質 の3
位 に,ま た,水 溶液中 の水素 を2位 に取 り込む こと,さ らにそれ らの水素 の絶対配置 はどち らも
R型 で ある ことを明 らか に した。
3.大 腸菌 のChainEI6ngation系の確認
大腸菌 に存在 す ることが確 認で きた 〃伽3-2-enoyl-CoAreductaseは,動物や/吻oo勿o一
'θ7勿〃33〃26g吻'露の そ れ と同様 に,chainelongation反応 に関与 して いる と考 え るのが自
然 で ある。そ こで,初 め に大腸 菌のre6tingcellを用 い,そ の菌体 中に はほ とんど含 ま・れ てい
ない中鎖の奇数鎖 脂肪酸 を前駆体 と して イ ンキュベ ー ションを行 なった後,菌 体 め リン脂質画分
の構 成脂肪酸 を調べ た結果,chainelongation生成物 と思われ るpentadecanoicacidや
heptadecanoicacidを検出す ることがで きた:。
ひ き続 いて 伽 勿'70での検討 を行 な った結菓,大 腸 菌の粗 抽 出液 が 〔1-14C〕acetyl-CoA
をC2供 与体 と したacyl-CoAのchainelongation反応を触 媒す る ことが証 明で きた。本反応
は,malonyl-CoAをC2供与体 とした際 には進行 しな いこと,ま たACPを 必要 とせず,露
πo〃oの脂肪酸 合成反応 を阻害す るceruleninの影響を 受 けない ζとか ら,46%oθo合 成 系 の
fattyacidsynthetase反応 とは完 全 に区別 され る。
本反応 の至適pHは5.0付近 で あった。pH5～7に おいてNADHは 単独で電子 供 与 体 となる
こと,ま たNADPHもpH5でNADHの ユ/3程度 の 作 用 を示 し,酸性 側で は電子 供与体 とな り
得 ることが判明 した。従 つ「9エ ノイル還元・3一 ケ ト還元の両反 応 は共 にNADH・NADPH
の どち らで も進行 す ることが証 明され た。炭 素数4か ら16までの飽 和acyl-CoAの中で は,
octanoyl-CoAを前駆体 と した場合 に最大値 を示 す 。Palmitoleoy1-CoAやoleoyl-CoAな
どの不飽和acyl-CoAに対 す るchainel◎ngation活性 は,長 鎖の飽 和acyl-CoAに対す る場
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　る
合 と同様 に低 い値 を示 した。また,反 応がNEMやpHMBで 阻 害 され る ことか ら,本 反応系
にSH一 酵素が関与 して いる ものと思 われ る。
4.Chainelongati。n系を構成す る酵素
Acety1-CoA依存 性の ミ トコン ドリァのchainelongation反応 は,β 一酸化 の 逆 反 応 で あ
り,エ ノイル還 元反 応の段階でacyl-CoAdehydrogenaseの代 りにNAD(P)Hの 還元力を利
用 す るenoy1-CoAreductaseが関与 すれば,β 一酸 化の逆反応 はエネルギー的 に も可能 とい
われているが,牛 心筋 ミトコン ドリアで3-ketoacyl-CoAthiolaseがchainelongation反
応 に関与す ることが証 明 されて いるのみであ る。
大腸 菌の β一酸化 系の酵 素は,acyl-CoAdehydrogenaseを除 いて,分 子量260,000の
multienzymecohlplexを形成 していることが報告 されている。そこで,こ のfattyacidoxidation
complexをウサギに免疫 して調製 した特異抗体 を使用 して,β 一酸化 の諸酵素 のchainelonga-
tion反応への関与 を検討 した。
まず,fattyacidoxidatloncomplexに対 する抗体 は,chainelongation反応 を完 全 に阻
害す ることが判明 したが,こ の結果か らは,抗 体 が縮 合,3一 ケ ト還元,脱 水 の各部分 反応の う
ち,ど の反応を阻害 したのか,あ るいは全 てを阻害 したのか判別 で きな い。 そ こで,各 反応 に対
す る抗体の作用を個別 に検討 した。 その結果,縮 合,3一 ケ ト還 元の両反応 は抗体 によ って完全
に阻害 され,complex上の酵素 のみによ り触媒 され ることが判明 した。3一 ケ ト還 元反 応 は
NADH,NADPHの どち らを電子供与体 とした場合で も同様 に阻害 され るが,反 応の至適pH、
はNADHあ るいはNADPHの 場合で異 な っている ことか ら,complex上に2つ の活 性 部 位 が
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存 在す る可能性 も考 え られ る。脱 水反応 に関 して は,大 腸菌 はcomplex上のcrotonaseの他 に
10ngchainhydrataseの存在 が知 られてお り,ま た用 いた酵素画分 にも両者が存在す ることを
確 認 したが,chainelongation反応 への関与 について は未 検討 で ある。最後の エノイル還元反
応 につ いそは,本 論文 で検討 したNADPH依 存 性の 〃伽3-2-enoy1-CoAreductaseの他
に,NADH依 存 性,あ るいはNADHとNADPHの 両 方を電子 供 与体 とす るエノィル還元酵素
が存在 することは確実である。CoA誘 導体 にも作用することが知 られているNADH依 存性'7碑3-
2-enoyl-ACPreductaseがその役を担 ってい るか検:討す る価値が あろ う。
お わ り に
以上,大 腸菌の粗抽出液 に 〃朋3-2-enoyl-CoAreductaseを発見 したことが端緒 とな っ
て,大 腸菌 にacetyl-CoA依存性のchainelongation系が存在す ることを確認 した。 さらに,
本 反応系が β一酸化 と一部共通の酵素を使用 して いる ことを証明す ることによ って,こ れ まで知
一られていなか
った大腸 菌のchainelongation反応 の概要 を解明す る ことができた。`
今後,再 構成系や変異 株を用 いた実験 によ り,大 腸菌 の脂質代謝 にお け るchainelongation
系の位置づ けや エネル ギL代 謝 との関連性 も検討 できる もの と考え られ る。また,大 腸菌 のchain
610ngation系と,動 物 ミ トコ ン ドリアの それ とは類 似 点 が 多 いことか ら,大 腸 菌 のchain
elongation系の詳細 を明 らか にで きれば,解 明が難行 している ミ トコン ドリアのchainelonga-
tion系を 理解 す る上で,重 要 な手掛か りを与え る もの と思われ る。
*1ACP=acyl-carrierprotein
*2DTNB=5 ,5'一dithiobis(2-nitrobenzoicacid)
*3pHMB=p-hydroxymercuribenzoicacid
*4NEM=N-ethylmaleimide
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審 査 結 果 の 要 旨
生 体膜の流動性 がその機能発現 に重要 な因子 とな っているが,そ の流動性 は主 と して膜 を構 築
して いる リン脂質 構成脂肪酸 に依存 してい る。脂肪酸 は食物 よ り供給 され る他,生 体 の4θ ηo"o
合成系で生合成 され る。 これ らの脂肪酸 は,動 物 ではchainelongationや不 飽 和 化反応 系で修
飾 を うけ,最 適 の流動性 を もっ脂肪酸 に褒換 されて リン脂質 に取込まれ る。 一 方,大 腸 菌 で は
4θηoθo合成 系で通常の菌体成 分 となる各種脂肪酸が 全て 合 成 されるので,こ れまで大腸菌 に
chainelongation系は存在 しない ものと考え られて いた。
本論文提 出者 は,不 飽和脂肪酸代謝研 究 の途上でchainelongation系のkeyenzymeとされ
て いる 〃醐3-2二enoyl-CoAreductaseが大腸菌 に も存在するこ とを見 出 したことか ら,大
腸菌 にお ける脂肪酸 のchainelongationの有無 を検討 し,同 反応系が大腸菌 に も確実 に存在 す
ることを突き とめ た。本論文に は次 の新知見が記載 されて いる。
1)大 腸 菌にはNADPH依 存性 の 〃ση3-2-enoyl-CoAreductaseが存 在 し,同 酵素 は
培地 への不飽和 脂肪酸 の添加 により誘導 され る。
2)〃oη3-2-enoy1-CoAreductaseは最終 的 にアフィニ ティークロマ トグ ラフ ィーを利
用する こ とで単離 精製 でき る。電気泳 動上単 一 と認め られ る試料 につ いて,分 子 量 は40,000の
同 じサ ブユニ ットか ら成 る二量体 が活性型 で ある。基質特異性 その他本酵素 の一般的性状 も この
試料 につき明 らか となった。
3)本 酵素 の触媒 する還元反応 の立体化学 は,次 の通 りであ る。本酵素はNADPHの ρ70-41～
の水素 を基質 であ る不飽和脂肪酸 の3位 に とり込む。ま たとの水素および媒質(水)か らとり込
まれる水素の配置 は どちらもR型 で あり,付 加反応 はσ纏 型に進 行す る もので ある。
4)restingceHを用 いて大腸菌 にchainelongation系が存在 することを予試験 的 に確認 し
た うえで,〔1一4C〕acetyl-CoAおよび 〔2一4C〕malonyl-CoAを用 いて 吻 瞬70で 検
討す る と,中 性で はNADHの みを,酸 性側で はNADHの 他にNADPHを 電子 供与体 とす る
acety1-CoA依存性 のchainelongat至on系が存在 す ることが認 め られ る。この知見は ラジオ ガ
スク ロマ トグラフィーによ り確認 された もので ある。
5)chainelongation系を構成す る個 々の酵素 に つ いて免 疫 化 学 的手法 を中心に検討 す ると,
〃侃3-2-enoyl-CoAreductase以外 は β一酸化系 に作 用する酵素 が本反応 に関与 してい る
ことを明確 に証 明で き る。
以上 の内容か ら明 らかな如 く,本 論文 に示 され た新知見 はいずれ も生化学領域 で極 めて重要 な
もので あ る。実験技術的 に も種 々の精密 な技術 を駆使 して お り,極 めて水準 が高 い。よ って本論
文 は学位論文 として の水準 を充分 ク リヤ して いる もの と判 断す る。
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